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1 采用 聚合 酶 链 式 反应 -变性 梯度 凝 胶 电泳 技术 分 析 小 熊猫 胃 肠 道 菌 群 的 多 样 性 
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3 ] ** 

4 (1. 四 川 农业 大 学 动物 医学 院 动物 微 生 态 研究 中 心 ， 成 都 611130; 2. 成 都 动物 园 ， 成 都 610081) 


5 WO 要 :本 试验 由 在 研究 小 熊猫 胃 肠 道 菌 群 多样 性 。 采 用 聚合 酶 链 式 反 应 PCR)〉- 变 性 梯度 凝 胶 电泳 
6 (DGGE) 技术 结合 条 带 的 克隆 测序 、 聚 类 分 析 和 主 成 分 分 析 PCA) 检测 小 熊猫 胃 肠 道 菌 群 结构 及 多 
7 E. ARRI: 1) PCR-DGGE 图 谱 显 示 小 熊猫 胃 肠 道中 有 大 量 菌 群 ， 且 不 同 部 位 的 菌 群 结构 存在 一 
8 ， 定 的 差异 ， 相 邻 肠 段 菌 群 结构 具有 一 定 的 相似 性 。 结 肠 和 粪便 样品 的 菌 群 多 样 性 较 高 ， 其 次 为 胃 和 直肠 
9 ”样品 , 而 空肠 和 回肠 样品 菌 群 多 样 性 较 低 。2) 小 能 猫 胃 肠 道 菌 群 PCR-DGGE 图 谱 中 测序 的 条 带 大 多 数 


10 归 为 厚 壁 菌 门 (Firmicutes), W +F Ei] (Bacteroides), Æ JÉ Bil] (Proteobacteria) 和 疣 微 菌 门 


— Il (Verrucomicrobia)， 共 性 条 带 主 要 是 未 培养 拟 杆 菌 门 细菌 (uncultured Bacteroidetes bacterium). ER 


QJ 12 W (Enterococcus Jaecalis)、 未 培养 梭 状 芽孢 杆菌 uncultured Clostridium sp.)、 乳 酸 乳 球菌 (Lactococcus 
OO 13 lactis) MAZA CWeissella cibaria)， 其 中 厚 壁 菌 门 为 优势 菌 群 ， 特 异性 条 带 主 要 是 从 毛 单 胞 菌 


© 14 (Comamonas sp.). #18) (Clostridium sp.) 和 Akkermansia。 由 此 可 见 ， 小 熊猫 胃 肠 道中 栖息 着 大 量 


15 ” 阔 群 ， 且 其 多 样 性 按照 胃 肠 道 由 前 至 后 的 顺序 呈现 高 - 低 -高 的 趋势 。 


~N "— m" ON f : 

Ja 16 Wb]: 小 熊猫 骨 肠 道 菌 群 ， PCR-DGGE; 多 样 性 ， 克隆 测序 

O , , . 

C 17 ”中 图 分 类 号 : S826 文献 标识 码 : A ”文章 编号 : 

= 18 小 熊猫 CAilrusus fulgens) 是 喜马拉雅 -横断 山脉 特有 的 小 型 珍稀 野生 动物 , 仅 分 布 于 中 国 、 尼泊尔 、 


19 ”不 丹 、 锡 金 、 印 度 和 缅甸 北部 地 区 ， 被 列 为 国家 二 级 保护 动物 。 小 熊 猎 是 食肉 目 演 能 科 , 但 具有 与 大 能 


-三 20 ” 猫 极 为 相似 的 地 理 分 布 、 生 理 结构 和 行为 生态 ， 是 高 度 特 化 的 素食 性 食肉 目 动物 ， 在 分 类 、 生 态 学 等 领 


C 21 ” 域 具有 较 高 的 科学 研究 价值 站。 但 由 于 人 类 活动 和 栖息 地 的 破坏 ,我 国 小 熊猫 的 数量 在 过 去 的 半 个 世纪 
22 ”已 降低 40% 门 。1936 年 我 国 动物 园 开始 圈养 和 保护 小 熊猫 ， 且 随 着 2003 年 小 熊猫 捕捉 许可 证 的 禁止 发 
23 放 及 科学 合理 的 保护 ， 其 繁殖 和 种 群 得 到 提高 。 近 年 来 ， 越 来 越 多 的 研究 表明 ， 动 物 的 生理 代谢 和 生长 
24 发育 与 其 胃 肠 道 的 微生物 密切 相关 品 。 同 样 ， 小 熊猫 的 肠 道 微生物 在 竹子 的 消化 过 程 中 扮演 着 重要 角色 
25 ” 叫 。 目 前 ， 小 熊猫 的 凑 便 菌 群 结构 及 组 成 等 信息 已 初步 被 报道 和 研究 9， 但 其 整个 胃 肠 道 菌 群 结构 和 


26 ”组 成 的 研究 还 未 见报 道 ,其 中 栖息 的 微生物 及 微生物 的 作用 等 信息 大 多 仍 处 于 未 知 状态 。 目 前 ,对 野生 
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27 ”动物 骨 肠 道 微 生物 的 研究 和 利用 已 成 为 其 繁殖 及 种 群 保护 的 重要 措施 []。 因 此 ， 骨 肠 道 菌 群 结构 和 组 成 
28 ”的 研究 对 小 熊猫 的 饲养 、 疾 病 预 防 及 种 群 保护 具有 重要 的 指导 意义 。 

29 现代 分 子 生物 学 技术 为 肠 道 菌 群 结构 的 研究 提供 了 强 有 力 的 保障 ， 其 中 ， 聚 合 酶 链 式 反应 (PCR) 
30 -变性 梯度 凝 胶 电 泳 (DGGE) 作 为 一 种 快速 可 靠 的 比较 菌 群 多 样 性 的 指纹 图 谱 技术 , 自 1993 年 被 Muyzer 
31 等 四 首次 报道 后 ， 已 被 广泛 应 用 于 动物 骨 肠 道 菌 群 多 样 性 的 研究 。 因 此 ， 本 研究 采用 PCR-DGGE 技术 
32 ”结合 条 带 的 克隆 测序 ,分 析 小 熊猫 胃 肠 道 菌 群 结构 及 组 成 ,为 小 熊猫 的 饲养 管理 、 奖 病 预 防 及 种 群 保护 
33 Pe PED 
34 1 材料 与 方法 
35 L1 试验 材料 


36 111 样品 采集 
37 胃 、 十 三 指 肠 、 空肠、 回肠、 结肠 和 直肠 样 品 来 自 四 川 省 成 都 动物 园 内 一 只 临床 死亡 的 小 熊猫 (2016 


38 年 7 月 ,打架 断 尾 ， 外 敷 后 治疗 无 效 死 亡 )。 无 菌 操作 采集 肯 、 十 二 指 肠 、 空 肠 、 回 肠 、 结 肠 和 直肠 草 
39 ，” 鲜 内 容 物 ， 同 时 采集 同 圈 舍 3 只 健康 小 能 猪 新 鲜 装 便 并 混合 均匀 后 作为 小 能 猪 羡 便 样品 。 所 有 样品 分 装 
v= 40 ”至 灭 菌 离心 管 中 至 液 氮 速冻 ，-80 CHE. 


Pe 41 LL2 试验 试剂 与 仪器 


一 


42 QIAamp® DNA Stool Mini Kit， 德 国 Qiagen 公司 ; NanoDrop^ ND-1000 核酸 蛋白 浓度 测定 仪 ， 美 国 


43 Wilmington 公司 ; MJ Research PCR-200 和 DGGE 电泳 仪 , 加 拿 大 Bio Rad 公司 ; 大 肠 杆菌 16S rDNA V3 
44 ”区 通用 引物 ， 上 海 生 工 生物 工程 股份 有 限 公司 ; 2X Taq Master Mix， 北 京 康 为 世纪 生物 科技 有 限 公司 ; 
45 Gel Extraction Kit, 美国 Omega 公司 ; DGGE MBF], INK Bio Rad 公司 ; pPMD”19-T 载体 和 DH5a 
46 ”感受 态 细胞 ， 大 连 宝 生物 工程 有 限 公 司 ; 银 染 药品 等 相关 试剂 均 为 分 析 纯 。 


47 12 胃 肠 道 细菌 总 DNA 的 提取 


48 使 用 QIAamp”DNA Stool Mini Kit 按照 操作 手册 分 别提 取 骨 及 各 肠 段 内 容 物 细菌 总 DNA, FH 


49  NanoDrop^ ND-1000 核酸 浓度 测定 仪 测定 总 DNA 浓度 (OD260/OD2go=1.7~1.9)， 置 -20 CHH. 


50 1.3 细菌 总 DNA 的 16S rDNA V3 区 PCR 扩 增 


51 使 用 大 肠 杆 菌 通用 引物 加 对 细菌 的 16S rDNA V3 区 序列 进行 PCR 扩 增 。 上 游 引 物 : 


52 5'-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGCCTACGGGAGGCAGCAG-3'( 47 F 


53 ” 划 线 部 分 为 “GC” 夹 子 ); 下 游 引 物 5-ATTACCGCGGCTGCTGG-3'。 反 应 体系 (25.0 uL): 2xTaq Master 
54 Mix 12.5 pL， 上 、 下 游 引 物 (10 hmoVyL) 各 1.0 nL， 模板 DNA 1.0 uL, 287K CddH50) 9.5 pL. RAK 
55 fF: 94 C 4 min; 94 C 30s, 58 C 30s, 72 C 2 min, 30 个 循环 : 72 "C 10 min。1.0% 琼 脂 糖 凝 胶 


56 ”电泳 检测 PCR 产物 。 
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1.4 PCR-DGGE 凝 胶 电泳 及 条 带 克 隆 测 序 


采用 Bio-Rad Dcode 系统 进行 PCR-DGGE 凝 胶 电泳 。 凝 胶 梯 度 为 35%~65%， 变 性 方向 与 电泳 方向 


一 致 。 电 泳 缓冲 液 为 1XTAE，100V、60 'C 条 件 电泳 16 hb。 电泳 结束 后 用 硝酸 银 染 色 ， 并 用 Bio-Rad? 


GS800 Calibrated Densitometer 对 凝 胶 扫描 成 像 。 对 PCR-DGGE 图 谱 上 的 共性 条 带 和 特异 性 条 带 切 胶 
收 ， 并 进行 克隆 测序 。 测 定 序列 在 GenBank 数据 库 中 进行 比 对 分 析 ， 和 寻找 亲缘 关系 最 近 的 细菌 或 克隆 。 
1.5 数据 分 析 

采用 Excel 2010、SPSS 19.0 和 NTSYS 2.1 等 软件 对 PCR-DGGE 图 谱 进 行 菌 群 多 样 性 分 析 、 主 成 分 
分 析 (PCA) FURRY HT 
2 结果 与 分 析 
2.1 小 熊猫 骨 肠 道 菌 群 的 PCR-DGGE 图 谱 及 聚 类 分 析 

PCR-DGGE 图 谱 中 ， 颜 色 深 的 条 带 代 表 优 势 菌 群 ， 条 带 的 数量 和 位 置 分 布 代表 细菌 菌 群 的 丰富 度 
和 种 类 。 小 熊猫 胃 肠 道 样品 经 PCR-DGGE 检测 分 离 出 不 同 数量 的 条 带 ， 且 条 带 的 强度 和 位 置 存在 一 定 
差异 (图 1)。PCR-DGGE 图 谱 显 示 ， 来 自 肯 、 十 二 指 肠 、 空 肠 、 回 肠 、 结 肠 、 直 肠 和 凑 便 的 条 带 数 分 
别 为 15、10、6、13、19、16 和 17 条 ; 且 骨 肠 道 部 位 对 菌 群 结构 及 组 成 影响 较 大 ， 来 自 结肠 和 类 便 样 
品 的 菌 群 多 样 性 较 高 ， 其 次 为 骨 和 直肠 样品 ， 而 空肠 和 回肠 样品 菌 群 多 样 性 较 低 。 育 类 分 析 (图 D 表 
明 ， 小 熊猫 十 二 指 肠 和 回肠 样品 聚 为 一 簇 ， 其 相似 性 系数 较 高 ， 为 0.76; 来 自 结肠 和 直肠 的 样品 聚 为 一 
徐 ， 相似 性 系数 为 0.68; 而 来 自 胃 和 类 便 的 样品 聚 为 一 簇 ， 相似 性 系数 仅 为 0.53; 小 熊猫 不 同 肠 段 样品 
与 凑 便 和 骨 的 样品 分 离开 来 , 相似 性 系数 仅 为 0.45, 这 表明 小 熊猫 骨 肠 道 不 同 部 位 菌 群 结构 存在 一 定 的 
差异 性 。 


Iz] 


RIES 1 sto 
Vue Fae 
eronme (10e 
LB a ie 
RI 156 
SRI 5 
wmETISENST]: re 
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0.45 0.53 0.60 0.68 0.76 
系数 Coefficient 


带 箭 头 的 1-16 为 条 带 编 号 。 样 品 编号 中 Sto. Duo. Jej. Ile. Col. Rec 和 Fae 分 别 表 示 胃 、 十 二 


HA. Zø Ha A EMMA m. FE 


可 


1 to 16 with arrow are the bands No. Sto, Duo, Jej, Ile, Col, Rec, and Fae stand for the samples from 


stomach, duodenum, jejunum, ileum, colon, rectum, and faeces, respectively. The same as below. 
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图 1 小 熊猫 胃 肠 道 菌 群 的 PCR-DGGE 图 谱 及 聚 类 分 析 


Fig.. PCR-DGGE profiles and cluster analysis of bacteria from gastrointestinal tract of Ailurus fulgens 


22 ”小熊 猪 骨 肠 道 菌 群 PCR-DGGE 图 谱 的 多 样 性 分 析 


由 图 2 可 知 ， 小 熊猫 胃 肠 道 不 同 部 位 落 群 多 样 性 存在 差异 ， 空 肠 样 品 菌 群 的 香农 多 样 性 指数 、 均 勾 


度 和 丰富 度 最 低 ， 分 别 为 2.20、0.60 和 9; 结肠 样品 菌 群 的 多 样 性 、 均 匀 度 和 
0.84 $022; 胃 、 直 肠 及 凑 便 样品 菌 群 的 多 样 性 、 丰 富 度 和 均匀 度 较为 相似 ， 


2.94、0.80 和 19 及 3.00、0.81 和 20; 按照 胃 肠 道 由 前 至 后 的 顺序 ， 肠 道 菌 群 多 样 性 呈现 高 - 低 - 高 的 趋 


丰富 度 最 高 , 分 别 为 3.09、 


分 别 为 2.89、0.78 和 18, 


势 ， 这 可 能 与 骨 肠 道 不 同 部 位 的 消化 功能 及 环境 有 关 。 因 此 ， 小 熊猫 的 胃 、 十 二 指 肠 、 空 肠 、 回 肠 、 结 


TTR 


Wa. HAME, "XAR 
品 的 菌 群 多 样 性 较为 相似 ， 这 与 PCR-DGGE 图 谱 分 析 结 果 一 致 。 


品 菌 群 的 多 样 性 较 低 ， 结 肠 样 品 菌 群 的 多 样 性 较 高 ， 胃 、 直 肠 和 美 便 样 


(a) 多 样 性 指数 (OD (b) 均匀 度 (EH) (c) 丰富 度 (S) 
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图 2 小 熊猫 胃 肠 道 菌 群 的 香农 多 样 性 指数 、 均 匀 度 及 


un 
Eu) 


度 


Fig.2 Shannon diversity index, evenness and richness of bacteria from gastrointestinal tract of Ailurus 


fulgens 
2.5 小 熊猫 胃 肠 道 菌 群 PCR-DGGE 图 谱 的 主 成 分 分 析 (PCA) 


PCR-DGGE 图 谱 的 PCA (图 4) 与 聚 类 分 析 的 结果 一 致 。 主 成 分 因子 1 ( 


PCL) 的 贡献 率 为 33.56%， 


主 成 分 因子 2 (PC2) 的 贡献 率 为 24.70%。 了 PC1 明显 将 凑 便 样品 与 其 他 样品 分 开 ， 而 PC2 明显 将 结肠 、 


直肠 和 美 便 样 品 与 其 他 样品 分 开 , 表明 小 熊猫 结肠 、 直 肠 和 粪便 样品 菌 群 结构 及 组 成 与 其 他 样品 存在 较 


大 差异 ; 而 骨 、 十 二 指 肠 、 空 肠 和 回肠 样品 聚 在 一 起 ， 表 明 小 熊猫 骨 肠 道 不 同 部 位 戎 群 结构 及 组 成 存在 


一 定 的 差异 性 ， 但 相 邻 部 位 样品 的 戎 群 结构 及 组 成 具有 一 定 的 相似 性 
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Sto 
-2.50 0. 00 2.50 5.00 7.50 
101 PC1 (33. 56%) 
102 图 3 PCR-DGGE 图 谱 的 PCA 
103 Fig.3 PCA of PCR-DGGE profiles 
104 
105 ”2.4 小 熊猫 胃 肠 道 菌 群 PCR-DGGE 图 谱 的 共性 条 带 和 特异 性 条 带 分 析 
106 从 PCR-DGGE 图 谱 回收 的 16 个 条 带 ( 图 1 箭头 所 指 ) 测序 比 对 结果 见 表 1。 克隆 测序 结果 显示 C 
107 ”2)， 小 熊猫 骨 肠 道 的 分 离 鉴 定 的 共性 条 带 主 要 来 自 厚 壁 菌 门 (Firmicutes)、 拟 杆菌 门 (Bacteroides) 和 
108 ”变形 菌 门 (Proteobacteria)， 包 括 大 量 未 培养 拟 杆菌 门 细菌 《uncultured Bacteroidetes bacterium), 3ER 
109 (Enterococcus faecalis), KIFE (Escherichia coli)、 未 培养 细菌 Cuncultured bacterium). 2) 85h 
110 ”不 动 杆 菌 (Acinetobacter johnsonii), RISER FIE Cuncultured Clostridium sp.)、 乳 酸 乳 球菌 
111 (Lactococcus lactis) ME SE 8r IPS CWeissella cibaria), PFA 8 株 细 菌 属于 厚 壁 菌 门 〈 占 总 分 离 鉴 
112 ” 定 菌 的 比例 为 50.00%)， 是 小 熊猫 胃 肠 道中 的 优势 菌 群 ， 肠 球菌 有 3 株 《〈 占 总 分 离 鉴 定苗 的 比例 为 
113 ”18.75%)， 是 厚 壁 菌 门 中 的 优势 菌 群 ， 特 异性 条 带 主要 来 自 厚 壁 菌 门 、 变 形 菌 门 和 疣 微 菌 门 
114 (Verrucomicrobia)， 分 别 是 从 毛 单 胞 菌 〈(Comamonas sp.)、 布 劳 特 氏 菌 〈Blautia sp.)、 示 培养 细菌 、 梭 
115 A (Clostridium sp.) 和 4kkermansia。 所 有 测序 结果 与 GenBank 数据 库 中 微生物 的 相似 性 均 不 低 于 
116 ”99%， 说 明 试验 中 测序 的 序列 与 数据 库 中 已 鉴定 的 微生物 的 亲缘 性 较 高 。 
117 表 1 PCR-DGGE 图 谱 的 共性 条 带 和 特异 性 条 带 的 基因 片段 比 对 结果 
118 Table ] Comparison results of genomic sequences of common bands and special bands in PCR-DGGE 
119 profiles 
条 带 编号 长 度 GenBank 数据 库 中 最 相近 的 菌 种 登录 号 相似 性 备注 
Band No. Length/bp Closest relatives found in the GenBank database Accession No. Similarity/% Note 
未 培养 拟 杆菌 门 细菌 克隆 TM1-143 ETE TH 
1/a 189 GU958673.1 99 
Uncultured Bacteroidetes bacterium clone TM1-143 Common band 
ERA A Mk UFVCC1188 {性 条 带 
2/b 194 KY630671.1 99 


Enterococcus faecalis strain UFVCC1188 


Common band 


从 毛 单 胞 菌 菌株 C2 特异 性 条 带 
3/c 194 KUS534510.1 100 
Comamonas sp. strain C2 special band 
大 肠 杆菌 菌株 KR-1 性 条 带 
4/d 194 KY769883.1 100 
Escherichia coli strain KR-1 Common band 
3 HER A A 27321 {性 条 带 
5/e 194 KX832370.1 100 
Enterococcus faecium strain 27321 Common band 
未 培养 细菌 克隆 RPSD 性 条 带 
6/f 194 EU472709.1 100 
Uncultured bacterium clone RPSD Common band 
约翰 进 不 动 杆菌 菌株 ICE287 {性 条 带 
7/g 195 KX588557.1 100 
Acinetobacter johnsonii strain ICE287 Common band 
布 劳 特 氏 菌 NOVO1-10 特异 性 条 带 
8/h 169 KX025139.1 100 
Blautia sp. NOVO1-10 special band 
肠 球 菌 菌 株 R44 性 条 带 
9/ 194 KY552940.1 99 
Enterococcus sp. strain R44 Common band 
未 培养 梭 状 芽 苑 杆菌 克隆 A20-bac-25 {性 条 带 
10/j 169 KT757641.1 99 
Uncultured Clostridium sp. clone A20-bac-25 Common band 
未 培养 细菌 Hl-plate3_F11 寺 异 性 条 带 
11/k 169 HQ176078.1 100 . 
Uncultured bacterium clone H1-plate3 F11 special band 
Akkermansia 菌株 YL44 村 异性 条 带 
12/1 175 KR364731.1 99 . 
Akkermansia strain YL44 special band 
乳酸 乳 球菌 菌株 1.8.45 {性 条 带 
13/m 195 KX648807.1 100 
Lactococcus lactis strain 1.8.45 Common band 
未 培养 细菌 克隆 FS2_SC_103 性 条 带 
14/n 194 KC805571.1 100 
Uncultured bacterium clone FS2 SC 103 Common band 
& SEIT ERR {性 条 带 
15/0 194 KX648910.1 100 
Weissella cibaria strain 3.8.19 Common band 
梭 状 芽孢 杆菌 PT168 特异 性 条 带 
16/p 169 KY124221.1 100 


Clostridium sp. PT168 special band 


表 2 元 隆 测序 条 带 的 分 类 及 分 布 


121 Table 2 The classify and distribution of cloning sequencing bands 


chinaXiv:201711.01802v1 


122 
123 


124 


125 


126 


127 


128 


129 


130 


131 


132 


133 


134 


135 


136 


137 


138 


139 


140 


141 


3 Wd ic 


野生 动物 的 种 群 繁殖 及 保护 是 
利用 已 成 为 其 繁殖 及 种 群 保 护 的 重要 措施 
比较 分 析 结 果 表明 它们 
适应 低 营 养 的 竹子 食物 趾 。 而 骨 肠 道 共 生 微 生物 与 宿主 的 消化 和 生 开 
析 了 小 熊猫 骨 、 十 二 指 肠 、 空 肠 、 回 
强度 等 信息 ， 在 分 子 水 平 上 快速 、 直 观 地 反映 了 3 


种 , 但 全 基因 组 的 上 


目前 全 球 科学 家 共同 关注 的 核心 ij 


ES 


zi 
& 


其 由 肠 道 菌 群 的 结构 特点 及 多 样 性 。PCR-DGGE 图 谱 
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骨 肠 道 微生物 的 研究 和 


71, 尽管 小 熊猫 与 大 熊猫 在 分 类 上 属于 亲缘 关系 较 远 的 2 个 物 
与 竹子 生活 方式 相似 的 进化 变化 相关 基因 和 酶 类 , 使 得 它们 
LE 功 能 密切 相关 中 。 因 此 ， 本 研究 分 


肠 、 结 肠 、 直 肠 和 凑 便 样品 PCR-DGGE 图 


谱 条 带 的 分 布 、 数 量 及 


(图 1) 显示 小 熊猫 胃 肠 道中 存在 着 大 量 的 菌 群 ， 而 这 些 菌 群 与 宿主 的 关系 仍 需 进一步 研究 。 尺 管 野生 
动物 因 其 保护 特性 和 生存 特点 而 难以 采集 并 对 其 骨 肠 道 微生物 进行 深入 研究 , 但 
动物 胃 肠 道 微生物 信息 被 陆续 报道 站]， 


要 作用 。 


的 肠 段 , 但 其 样 


小 熊猫 胃 肠 道 样品 


在 一 起 ， 且 菌 群 结构 及 组 成 相似 性 较 高 ， 可 能 与 小 熊猫 小 


TER 
品 聚 类 


这 些 研究 工作 为 全 球 野 生动 物 的 饲养 管理 和 种 群 保护 发 挥 了 重 


近年 来 越 来 越 多 的 野生 


PCR-DGGE 图 谱 的 聚 类 分 析 结 果 (图 1) 显示 ， 尽 管 十 


二 指 肠 和 回肠 是 非 相 邻 
肠 结 构 特征 及 其 食物 的 


排 空 时 间 较 短 有 关 。 小 肠 是 消化 吸收 营养 物质 的 主要 部 位 ， 小 熊猫 的 小 肠 比较 发 达 ， 长 度 可 达 350 cm, 
且 无 盲肠 咏 ， 其 消化 道 对 食物 的 滞留 时 间 在 各 种 哺乳 动物 中 最 短 羽 。PCR-DGGE 图 谱 的 PCA (图 3) 


和 阔 群 的 多 样 性 指数 分 析 结 果 图 


的 顺序 ， 样 品 菌 


2) 显示 ， 小 熊猫 结肠 样品 菌 群 多 样 性 较 高 ， 


且 按 照 胃 肠 道 由 前 至 后 


群 的 多 样 性 呈现 高 - 低 - 高 的 趋势 ， 这 可 能 与 胃 肠 道 不 同 部 位 的 消 
FOE, FART, MB BL Ba 
品 与 其 他 肠 段 样品 分 离开 来 。 小 熊猫 胃 的 容量 大 ， 且 骨 上 皮 分 泌 功 能 较 强 , A RAR 3A BL FI EEUU 


化 功能 及 高 纤维 饮食 有 


E 有 较 大 影响 中 。 本 研究 


结构 和 多 样 性 


!， 小 熊猫 胃 和 凑 便 样 
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4 结 


层 组 织 厚 ， 


这 些 都 


Sy 


ARU, Jin, APN AST AMS BID EP HE TCR, e ez A A KREA 
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9 利于 小 熊猫 
园 临 床 死亡 的 动物 ， 并 未 及 时 收集 到 其 凑 


对 竹子 等 高 纤维 饮食 的 消化 和 吸收 中]。 


内 本 研究 中 的 小 熊猫 是 


便 样 品 ， 


， 因 此 ， 


i5 


同 


便 菌 群 结构 信息 。 


PCR-DGGE 图 谱 条 带 的 克隆 测序 结果 CGR 1) 显示 ， 


门 、 变 形 杆 菌 门 和 疣 微 菌 门 ， 且 优势 菌 群 主 要 是 来 自 


魏 斯 氏 菌 可 参与 肠 道 中 纤维 怕 


其 他 部 位 具 


成 都 动 


而 用 同 圈 含 其 他 小 熊猫 凑 便 样品 蔡 代 分 析 菌 群 ， 目 
F 动 物 消化 道 的 末端 并 暴露 于 环境 中 , 因此 其 菌 群 结构 及 组 成 与 胃 肠 道 的 


凑 便 样品 处 了 


一 害 


舍 其 他 小 熊猫 的 凑 便 样品 在 一 定 程 度 能 展现 本 研究 中 临床 死亡 小 熊猫 的 类 


食物 的 消化 和 吸收 请 ES ER a A 


其 部 分 菌株 仍 具 有 致 病 性 ， 这 依赖 于 其 菌株 毒 力 岛 的 检测 路 。 同 样 ，Williams 等 由利 月 


小 熊猫 胃 肠 道 菌 群 主要 来 自 厚 壁 菌 门 、 


厚 壁 菌 门 的 装 肠 球菌 和 食 灾 魏 


上 乳 动物 肠 道 中 主要 的 益生 菌 


构 差 异 


HIF 


HRK. RHF, WR 


WR, fH 


16S 焦 磷 


研究 大 熊猫 和 小 熊猫 的 凑 便 菌 群 ,结果 表明 菌 群 主要 来 自 厚 壁 菌 门 和 变形 菌 门 , 且 参 与 降解 发 酵 
质 产生 丁 酸 的 梭 菌 属 是 小 熊猫 的 主要 优势 菌 群 ， 其 数量 占 75%; 而 Erysipelotrichaceae 则 是 大 能 


要 优势 菌 群 ， 


H 


TE ZSAE PRM SU RE B J AL 


其 数量 占 95%， 这 表明 小 熊猫 和 大 熊猫 利用 不 同 的 菌 群 进行 纤维 


酸 测序 


纤维 


降解 。 而 本 研究 


群 ， 可 能 与 小 熊猫 具 


同样 ，Kong 等 外 利用 焦 磷 酸 测序 比较 了 野生 和 图 养 小 熊猫 业 便 菌 群 多 样 性 ， 发 现 野 生 小 熊猫 肠 


多 样 性 显著 高 于 圈养 小 熊猫 ， 主 要 以 厚 壁 菌 门 为 主 ， 且 类 便 中 大 部 分 细菌 具有 降解 纤 织 
熊猫 消化 竹子 过 程 中 起 到 有 


态 。 本 研究 中 , TST RE RA 
抗 炎 抗 肿瘤 中 发 挥 
和 有 重要 作用 站， 因此 该 菌 可 能 在 小 熊猫 发 酵 纤 维 饮食 方面 


EXER 


是 小 熊猫 结肠 


mh 


EE 要 作用 


^ 而 Akkermansia 是 小 熊猫 


深入 的 研究 和 证 实 。 而 条 件 致 病 
种 菌 在 小 熊猫 健康 状态 不 自 


Ho 尽管 如 此 , 小 熊猫 


菌 大 肠 杆 菌 和 约翰 逊 不 动 杆菌 分 别 在 小 熊猫 骨 和 回肠 


的 功能 ， 
骨 肠 道 与 纤维 降解 相关 的 戎 群 信息 仍 处 于 
菌 ， 而 结肠 苗 群 在 发 酵 饮 食 益 生 元 生成 短 链 脂 
胃 中 特有 细菌 ,该 菌 在 改善 肥胖 和 糖尿 
只 有 重要 作用 ， 但 该 作用 有 待 进 一 


Ep 


UREA? 


大 熊猫 姜 便 菌 群 的 研究 发 现 ， 


仍 有 大 量 未 培养 菌 群 ， 


可 为 小 熊猫 的 饲养 管理 


论 


QD 小 能 
厚 壁 菌 门 、 拟 杆菌 门 、 变 形 杆菌 门 和 病 
为 50.00%)， 是 小 熊猫 胃 肠 道中 的 优势 菌 群 ， 


的 情况 下 可 能 会 导致 


猫 


HD 


' 存 在 


大 量 菌 群 


步 深 入 的 研究 。 尽管 如 此 ， 本 研究 


am 


上 且 大 部 分 与 纤维 消化 相关 , 本 研究 分 离 鉴定 的 16 株 细菌 主 


1 检测 出 ， 
其 骨 肠 道 疾病 的 发 生 。 对 临床 感染 犬 癌 热 病毒 (CDV) 
其 感染 CDV 后 肠 杆菌 科 菌 群 数 量 增加 ™1。 
本 研究 应 用 PCR-DGGE 技术 首次 直观 的 展现 了 1 只 临床 死亡 小 熊猫 胃 肠 道 的 菌 群 结构 及 组 
且 其 菌 群 功能 及 与 宿主 的 关系 仍 需 i 尽 


及 疾病 预防 提供 基础 资料 和 现实 指 


猫 的 主 


有 的 无 盲肠 且 结 肠 和 直肠 较 短 的 大 肠 结构 特点 有 关中 1。 


道 菌 群 
其 在 小 
未 知 状 
肪 酸 及 
病 方面 
步 进 行 


这 2 


成 ,但 
结果 仍 


要 来 自 


JE E TA 


微 菌 门 ， 其 中 有 8 HAK 门 ( 占 总 分 离 鉴 定 菌 
a 


肠 球 菌 有 3 株 〈 占 总 分 离 鉴定 菌 的 比例 为 18.75%) 


8 


的 比例 


， 是 厚 
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@ 上 骨 肠 道 不 同 部 位 菌 群 多 样 性 存在 差异 ， 按 照 骨 肠 道 由 前 至 后 的 顺序 ， 其 多 样 性 呈现 高 - 低 -高 的 
335. 
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Bacteria Diversity in Gastrointestinal Tract of Ailurus Fulgens Analyzed by Polymerase Chain 
Reaction-Denaturing Gradient Gel Electrophoresis Technology 
LI Yang! DENG Jiabo” NIU Lili? YU Jianqiu’ ZENG Yan! LIU Qian’ ZHOU Yi XIONG 
Lyuchen! NI Xueqin” ZENG Dong!” 
(1. Institute of Animal Microecology College of Veterinary Medicine, Sichuan Agricultural 

University, Chengdu 611130, China; 2. Chengdu Zoo, Chengdu 610081, China) 
Abstract: This study aimed to evaluate the bacterial diversity in the gastrointestinal tract (GIT) of Ailurus 
Fulgens. The polymerase chain reaction (PCR)-denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) technology 
combined with the cloning sequencing, cluster analysis and principal component analysis (PCA) of bands were 
used to detecte the bacterial composition and diversity. The results showed as follows: 1) numerous bacteria 
were obtained from the GIT of Ailurus Fulgens by using the PCR-DGGE profiles. There was a difference in 
each intestinal segment. However, there were some similarities between the adjacent intestinal segment. 
Samples from the colon and feces had the higher bacterial diversity, the secondly for samples from stomach 
and rectum, and the samples from the jejunum and ileum had the lower bacterial diversity. 2) The sequencing 
results of PCR-DGGE profiles of bacteria from gastrointestinal tract of Ailurus fulgens showed that most of 
the bacteria belonged to Firmicutes, Bacteroides, Proteobacteria and Verrucomicrobia. The common bands 
were mainly inclued uncultured Bacteroidetes bacterium, Enterococcus faecalis, uncultured Clostridium sp., 


Lactococcus lactis and Weissella cibaria, and Firmicutes was the dominant bacterial. The specific bands were 
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Comamonas sp., Clostridium sp. and Akkermansia. In summary, a large amounts of bacteria exist in the GIT of 
Ailurus fulgens, and the diversity of bacteria shows a tendency of high-low-high according to the GIT from 
front to back. 


Key words: Ailurus fulgens; gastrointestinal tract bacteria; PCR-DGGE; diversity; cloning sequencing 
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